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摘要 : 农田 生态 系统 中 昆虫 与 寄主 植物 的 食物 营养 IRR T NUS 利用 田间 直接 观察 法 、 肠 道内 含 
物 形 态 学 分 析 、 同 位 素 标 记 等 hea oven 造成 营养 关系 的 缺失 。 近 年 来 ,DNA 分 子 追 
踪 技 术 迅 速 发 展 ,利用 一 段 较 短 的 DNA 序列 能 有 效 鉴 别 植 食性 昆虫 取 食 寄主 植物 的 种 类 ,为 这 一 
领域 研究 提供 了 新 方法 。 术 文 全 面 介绍 了 3 种 DNA 分 子 追 踪 技 术 诊断 PCR FRA, HEM 
技术 和 下 一 代 测 序 技术 (next generation sequencing, NGS)。 其 中 诊断 PCR 技术 包括 单一 PCR 技术 
和 多 重 PCR 技术 ,适用 于 目标 昆 中 与 已 知 寄主 植物 之 间 的 营养 关系 分 析 ; 克隆 测序 技术 能 够 在 寄 
主 植物 种 类 未 知 的 前 提 下 ,解析 目标 昆虫 完整 的 寄主 植物 种 类 信息 ;下 一 代 测 序 技术 实现 了 短 时 间 
内 对 混合 样品 的 测序 ,加 之 昆虫 与 植物 DNA 条 形 码 序列 数据 库 大 量 扩 增 , 有 效 地 提高 寄主 植物 的 
鉴别 能 力 。 诊 断 PCR 技术 和 克隆 测序 技术 已 在 追踪 地 下 害虫 的 取 食 行为 、 植 食性 昆虫 取 食 范 围 及 
其 在 寄主 植物 间 的 转移 与 选择 习性 等 方面 被 广泛 应 用 , 且 进 展 明显 。 综 合 考 虑 各 种 技术 的 优 缺 点 ， 
本 文 提 出 将 DNA 分 子 追 踪 技术 与 同位 素 标 记 等 其 他 方法 相 结合 的 研究 策略 ,以 便 系统 解析 农田 生 
态 系统 中 昆 求 与 寄主 植物 之 间 的 营养 关系 。 
关键 词 : DNA 分 子 追 踪 技 术 ; 诊断 PCR; 克隆 测序 ;下 一 代 测 序 ; 植 食 性 昆虫 ; 寄主 植物 ; 营养 
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Tracking the trophic relationship between herbivorous insects and host 





plants by DNA-based technology 
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Abstract: The trophic relationship of herbivorous insects and host plants are complicated in 
agroecosystem. The common methods, such as direct field observation, morphological analysis of the gut 
content and stable isotope analysis, are difficult to fully analyze the trophic relationship. Recently, the 
rapid development of DNA-based technology, which uses a short DNA sequence to achieve the rapid 
identification of host plants fed by herbivorous insects, provides a new option for exploring this 
relationship. In this review, three DNA-based methods were comprehensively introduced, including 


diagnostic PCR, DNA sequencing and next generation sequencing ( NGS). Diagnostic PCR, including 
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single PCR and multiplex PCR, is applicable to analyze the trophic relationship between herbivorous 
insects and their known host plants. DNA sequencing can resolve the complete host data of target insects 
without a prior knowledge of host plant species. NGS can achieve the sequencing of mixed samples in a 
short time and improve the identification efficiency of host plants significantly owing to the massive 
expansion of the DNA database of insects and host plants. Diagnostic PCR and DNA sequencing have 
made significant research progress in studying the feeding behavior of soil-dwelling pests, the host breadth 
of herbivorous insects, the host selection and preference of herbivorous insects, etc. Taking the 
advantages and disadvantages together into consideration, the strategy of application of DNA-based 
technology in combination with stable isotope analysis or other methods is proposed to comprehensively 
analyze the trophic relationships between herbivorous insects and host plants in agroecosystem in future. 


Key words; DNA-based technology; diagnostic PCR; DNA sequencing; next generation sequencing 


(NGS) ; herbivorous insects; host plants; trophic relationship 


植物 和 植 食性 昆虫 占据 地 球 上 5096 以 上 的 物 
种 数量 (Futuyma and Agrawal, 2009) 。 在 某 种 程度 
上 ,这 样 的 生物 多 样 性 是 植物 和 植 食性 昆虫 共同 进 
化 的 产物 (Ehrlich and Raven, 1964; Janzen, 1980; 
Futuyma et al., 1983; Futuyma and Agrawal, 2009 ) 。 
了 解 生 物 多 样 性 形成 机 制 的 第 一 步 , 就 是 确定 植 食 
性 昆虫 及 其 寄主 植物 之 间 错 综 复 杂 的 食物 关系 
( García-Robledo et al., 2011). HE HEREA HI 
食 者 的 取 食 行为 与 习性 相对 比较 固定 ,与 寄主 植物 
之 间 的 关系 比较 简单 ,两 者 之 间 大 量 的 形态 和 生化 
适应 性 研究 对 其 进行 了 系统 阐述 ( Moore et al., 
1987; Schlein and Muller, 1995; Johnson and 
Nicolson, 2001) 。 然 而 ,多 食性 植 食 者 的 寄主 范围 
广泛 ,很 少 表现 出 对 某 一 植物 有 特定 适应 性 (Joern， 
1979; Franzke et al., 2010) ,但 对 不 同 种 类 寄主 又 存 
在 一 定 的 选择 性 (Ibanez et al., 2013) 3e WIE, 
多 食性 植 食 者 与 寄主 植物 之 间 的 食物 关系 尚未 完全 
TE ( Ibanez et al., 2013) 。 

植 食性 昆虫 的 寄主 种 类 追溯 的 常用 方法 有 田间 
直接 观察 法 、 肠 道内 含 物 形态 学 分 析 ( Otte and 
Joern, 1976; Fry et al., 1978) 、 同 位 素 标记 ( Post, 
2002; Spence and Rosenheim, 2005) 以 及 植物 次 生 
物 分 析 ( Orth et al., 2007) 等 。 但 是 ,这 些 方法 却 存 
在 诸多 限制 与 不 足 。 例 如 在 树冠 和 地 下 ,田间 直接 
观察 法 就 很 难 实施 。 研 究 者 能 否 能 准确 地 鉴别 这 些 
物种 也 是 直接 观察 法 受 限 因素 之 一 (Hebert et al., 
2004) 。 肠 道内 含 物 形态 学 分 析 最 大 的 优点 是 避免 
人 为 干扰 ,直接 从 田间 采集 样本 进行 观察 。 一 般 适 
用 于 咀嚼 式 口 器 昆虫 ,对 其 进行 中 肠 解 剖 ,借助 显 微 
镜 等 仪器 进行 观察 ,但 是 由 于 消化 作用 的 影响 ,许多 
植物 种 类 难于 准确 鉴定 ,容易 导致 相关 的 营养 关系 

































































丢失 ( Dennison and Hodkinson, 1983; Feller et al., 
1985 ) 。 同 位 素 标 记 与 植物 次 生物 分 析 只 适用 于 特 
定 的 植物 类 群 或 种 类 ,不 具有 普遍 性 ( Orth et al., 
2007; Traugott et al., 2013) 。 在 实验 室 条 件 下 , 昆 
虫 取 食 的 植物 并 不 能 代表 在 正常 自然 条 件 下 的 情 
况 , 植 食 者 的 取 食 范围 通常 被 过 高 估计 (Barone， 
1998) 。 因 此 ,需要 发 展 其 他 有 效 方法 ,追踪 自然 环 
境 中 昆虫 对 寄主 植物 的 取 食 情况 。 

DNA 条 形 码 最 大 的 优点 是 可 以 利用 生物 残迹 
来 鉴定 形态 学 无 法 鉴定 的 已 知 或 未 知 物种 ;利用 保 
守 的 基因 片段 对 物种 进行 快速 鉴定 的 技术 ,已 经 成 
功用 于 生物 物种 分 类 和 鉴定 ,生态 学 调查 和 生物 多 
样 性 评估 等 研究 领域 。 该 技术 已 经 被 广泛 地 应 用 于 
人 研究 天 敌 与 害虫 的 捕食 关系 (Waldner et al., 2013; 
Schmidt et al., 2014) ,昆虫 与 寄生 蜂 的 寄生 关系 等 
(Hrcek et al., 2011; Rougerie et al., 2011; Gariepy 
et al., 2014) 。 但 是 ,利用 该 技术 对 昆虫 与 植物 的 营 
养 关 系 的 研究 还 刚刚 处 于 起 步 阶 段 。 与 动物 不 同 的 
是 ,线粒体 基因 细胞 色素 氧化 酶 COT 在 植物 中 的 进 
化 速率 远 慢 于 动物 , COL 基因 只 适用 于 低 等 植物 中 
某 些 藻类 的 鉴定 (Blaxter et al., 2005; Rach et al., 
2008) 。 到 目前 为 止 ,在 陆 生 植物 中 还 没有 找到 通 
用 的 DNA 条 形 码 (Fazekas et al., 2008) 。 利 用 DNA 
分 子 技术 追踪 植 食性 昆虫 的 取 食 行为 也 比 追 踪 昆 虫 
与 寄生 蜂 的 寄生 关系 更 具有 挑战 性 ,因为 随 着 消化 
时 间 的 推移 ,植物 DNA 将 不 断 降解 , 较 长 的 DNA Jr 
段 在 昆虫 体内 很 难 长 时 间 的 保全 ( Deagle et al., 
2006 ) 。 一 般 来 说 ,采用 80 ~ 450 bp 的 多 拷贝 的 短 
基因 作为 目标 片段 可 增加 DNA 成 功 检 测 的 可 能 性 
( Traugott et al., 2013), DNA 提取 方法 的 选择 取决 
于 用 于 取 食 分 析 样 本 的 类 型 ,是 样本 分 析 的 第 一 步 。 
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ZEAE NCA EK HEB HE BE rh poc BE 7 ZR AE AS, he BE TS 
效 的 DNA 提取 方式 ,例如 硅胶 基质 的 试剂 盒 或 者 
CTAB 法 (Oehm et al., 2011; Zarzoso-Lacoste et al., 
2013) 。 然 而 ,利用 反刍 物 也 能 获得 取 食 植物 的 
DNA 来 追踪 昆虫 的 取 食 行为 (Wallinger et al., 
2015) 。 目 前 ,利用 DNA 追踪 技术 研究 植 食性 昆虫 
与 植物 的 食物 关系 , 主要 是 通过 诊断 PCR 
(diagnostic PCR) 和 克隆 测序 技术 (DNA 
sequencing) ,还 有 近 两 年 来 迅速 发 展 起 来 的 下 一 代 
测序 技术 (next generation sequencing, NGS) 。 














1 诊断 PCR 技术 


目前 ,诊断 PCR 技术 基于 片段 大 小 来 鉴别 目标 
植物 (Traugott et al., 2013) ,是 追踪 植 食性 昆虫 对 寄 
主 植物 取 食 情况 的 最 常用 DNA. 分 子 检测 方法 (King 
et al., 2008; Symondson ，2012 ) 。 该 技术 需要 对 每 
一 种 寄主 植物 设计 对 应 的 特异 性 引物 ,对 昆虫 DNA 





体系 逐一 检测 ,非常 耗 时 。 多 重 PCR 技术 可 以 针对 
不 同 植物 类 群 设 计 不 同 DNA 长 度 的 特异 性 引物 扩 
增 , 从 而 在 一 个 反应 中 鉴定 出 多 个 目标 植物 
(Edwards and Gibbs, 1994; Harper et al., 2005; 
King et al., 2008; Traugott et al., 2013), 与 单一 
PCR 相 比 ,多 重 PCR 将 多 对 引物 组 合 在 一 个 反应 体 
系 中 ,需要 考虑 一 些 额 外 的 因素 :引物 设计 时 需要 确 
保 与 体系 中 其 他 所 有 的 引物 对 避免 潜在 的 错 配 和 引 
物 二 聚 体 的 形成 ,并 且 退 火 温度 需要 保持 平衡 所 有 
的 引物 对 来 达到 一 个 稳定 的 表现 (Sint et al., 
2012) 。 所 扩 增 的 片段 间 需 要 有 明显 的 长 度 差 异 ， 
虽然 相 邻 两 个 片段 间 的 绝对 的 长 度 差异 很 大 程度 上 
取决 于 分 离 方法 。 在 玉 脂 糖 凝 腕 上 ,两 个 相 邻 扩 增 
片段 长 度 要 超过 30 bp, 而 使 用 高 分 辩 率 毛细 管 电泳 
系统 时 ,如 QIAxcel 或 DNA 测序 仪 , 相 邻 片段 扩 增 
长 度 接 近 ( 相差 1 ~ 20 bp) 也 能 区 分 (Guichoux et al., 
2011)。 在 一 般 情况 下 , 当 样 本 为 足够 多 的 新 鲜 组 
织 时 ,保证 PCR 体系 中 扩 增 片段 间 有 明显 的 差异 并 
































提取 物 进行 检测 ,鉴定 目标 植物 DNA 的 有 无 ,从 而 
追溯 昆虫 的 取 食 事实 。 
1.1 单一 PCR 技术 

单一 PCR 技术 利用 一 对 特异 性 引物 ,检测 昆虫 
体内 的 目标 植物 DNA 是 最 简单 的 诊断 PCR 技术 。 
这 个 方法 已 经 被 用 来 研究 农田 生态 系统 中 昆虫 与 植 
物 的 关系 。 例 如 ,Pumarifo 等 (2011 ) 设计 了 番茄 的 
一 对 特异 性 引物 , TW T Hi fT E Helicoverpa 
armigera, 7 Jin FE YA Wh Tuta absoluta Fl K te 
Macrolophus pygmaeus 取 食 番茄 植株 后 体内 植物 
DNA 降解 半衰期 ,发现 刺 吸 式 口 器 的 长 晴 体 内 半 误 
期 明显 短 于 咀嚼 式 口 器 的 棉铃 由 和 番茄 斑 潜 蝇 ,一 
是 由 于 长 晴 取 食量 少 于 棉铃 由 和 番茄 斑 潜 蝇 的 幼 
虫 ,而 且 液体 食物 被 取 食 之 后 可 能 消化 得 更 快 ;同时 
还 检测 田间 长 晴 对 番茄 的 取 食 情况 ,发现 峻 性 成 虫 
和 知 虫 对 番 荔 的 取 食 率 明显 高 于 雄性 成 虫 。 检 测 植 
食性 昆虫 对 2 种 或 2 种 以 上 寄主 植物 的 取 食 情况 ， 
可 以 通过 利用 多 个 单一 PCR 体系 进行 逐一 检测 。 
例如 ,Staudacher 等 (2011 ) 利 用 rbcL 和 zz 的 通用 
引物 和 小 麦 、 玉 米 的 tral 特异 性 引物 ,检测 地 下 害 
虫 金针 虫 对 小 麦 和 玉米 植株 的 取 食 情 况 ,在 取 食 后 
72 h 仍 能 检测 到 小 麦 、 玉 米 的 DNA ,研究 还 发 现金 
针 虫 最 初 的 体重 以 及 取 食 植物 的 多 少 对 植物 DNA 
的 检 出 率 没有 影响 。 
1.2 多 重 PCR 技术 

当 目标 植物 种 类 较 多 时 , 若 使 用 多 个 单一 PCR 













































































不 难 ( 例 如 物种 鉴定 ) 。 然 而 ,植物 组 织 在 昆虫 体内 
会 被 消化 降解 , King 等 (2008 ) 提出 对 于 降解 DNA 
的 扩 增 应 优先 选择 扩 增 片段 小 于 300 bp 的 引物 对 ， 
这 显著 地 限制 了 引物 设计 的 灵活 性 ,将 所 有 的 引物 
对 限制 在 一 个 狭小 范围 内 。 除 了 扩 增 片段 的 分 离 ， 
在 已 有 的 多 重 PCR 体系 中 添加 新 的 引物 对 ,将 会 有 
打破 已 有 平衡 ,有 可 能 引起 引物 间 错 配 和 交 又 反应 ， 
扩 增 出 非 目 标 片 段 (Sint et al., 2012), FAH PCR 
体系 中 的 引物 对 没有 出 现 交 又 反应 和 错 配 , 扩 增 结 
果 较 好 ,但 是 它们 各 自 的 扩 增 效率 也 可 能 存在 较 大 
的 差异 。 因 此 ,需要 调整 各 个 引物 的 浓度 ,将 扩 增 效 
率 最 大 化 。 

多 重 PCR 体系 的 建立 需要 花费 较 长 的 时 间 , 一 
旦 建立 起 来 ,对 于 大 量 样本 的 检测 ,将 会 节省 大 量 的 
时 间 和 成 本 。 人 金针 虫 是 一 类 多 食性 地 下 害虫 ,咀嚼 
取 食 植物 的 根系 ,但 对 其 地 下 取 食 行为 缺乏 了 解 。 
Wallinger 等 (2013 ) 利用 trnL 的 通用 引物 检测 黑 麦 
草 Lolium perenne、 红 车 轴 草 Trifolium pratense、 长 叶 
车 前 Plantago lanceolata, 38 ZS BE Taraxacum 
officinale, F Mt #8 Achillea millefolium, AL = nf 
Trifolium repens WI Tal Ft Pimpinella major 在 金针 虫 
内 消化 速率 的 差异 ,检测 结果 表明 :在 金针 虫 取 食 完 
72 h 对 其 进行 检测 , 千 叶 闭 的 检测 率 最 高 , 千 叶 着 
HAE SE ,大 茄 友 和 红 车 轴 草 的 消化 速率 有 明显 的 
差异 ,而 与 长 叶 车 前 和 薄 公 英 间 没有 差异 。 利 用 小 
麦 和 玉米 的 特异 性 引物 构建 了 多 重 PCR 体系 ,来 评 
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估 植 物 的 腐烂 程度 对 检测 率 的 影响 ,检测 结果 表明 : 
金针 虫 取 食 腐烂 一 周 或 两 周 的 植物 后 ,体内 植物 的 
仿 出 率 与 取 食 新 鲜 植株 相 比 明显 降低 ,同时 发 现金 
针 虫 更 偏好 取 食 新 鲜 的 植物 。Wallinger 等 (2014 ) 
利用 蒲公英 、 千 叶 著 、 红 车 轴 草 和 白 三 叶 以 及 不 本 
科 ` 伞 形 科 和 车 前 属 的 特异 引物 构建 了 多 重 PCR 体 
系 , 来 评估 金针 虫 对 不 同 植物 的 取 食 选择 。 分 子 检 
测 的 结果 表明 :金针 忠 偏 好 车 前 属 和 菊 科 植物 ,而 不 
喜欢 锌 形 科 ,最 喜欢 禾 本 科 植 物 但 常 被 作为 过 渡 寄 
主 ,其 取 食 偏好 行为 在 不 同 季节 之 间 存 在 一 定 变化 ; 
不 同龄 期 的 黯 金 针 虫 Agriotes obscurus 和 农田 金针 虫 
Agriotes sputator 表现 出 了 相似 的 取 食 偏好 性 ,表明 
这 两 种 金针 虫 有 相似 的 生态 位 。 同 时 结果 还 表明 ， 
当 土 壤 温度 升 高 时 ,金针 虫 幼虫 会 减少 它们 的 取 食 
活动 。 

一 些 群 落 组 成 较为 简单 的 生态 系统 ,通过 田间 
调查 结合 诊断 PCR 就 能 确定 植 食性 昆虫 的 食物 种 
类 组 成 。 但 是 对 于 一 些 复杂 的 生态 系统 ,诊断 PCR 
只 能 反映 已 知 寄主 植物 的 食物 链 关 系 , 会 遗漏 一 些 
稀有 物种 或 植 食 者 不 常 取 食 的 寄主 植物 ,不 能 反映 
植 食性 昆虫 食物 谱 的 全 景 图 。 对 于 一 些 迁 飞 性 昆虫 ， 
如 缺乏 对 其 迁 出 地 或 迁 入 地 生境 内 寄主 植物 的 调查 ， 
利用 诊断 PCR 对 其 食物 的 分 析 更 是 无 从 下 手 。 


2 克隆 测序 技术 


克隆 测序 技术 对 PCR 产物 进行 克隆 测序 ,通过 
获得 的 序列 信息 ,就 能 获得 多 种 寄主 食物 信息 ,不 需 
要 对 目标 昆虫 生境 内 可 能 的 寄主 植物 进行 系统 调查 
与 分 类 ,同时 还 能 解决 植 食 者 分 类 不 明确 和 寄主 植 
物 库 不 完善 等 问题 ,开启 了 植 食 者 -寄主 植物 之 间 食 
物 关 系 研究 的 新 途径 。 克 隆 测序 法 最 早 被 用 于 稚 形 
É, FEE Branta leucopsis 等 一 些 鸟 类 取 食 的 植物 种 
类 鉴别 (Sutherland,，2000; Stech et al., 2010) ,近年 
来 逐渐 被 用 于 植 食性 昆虫 食物 谱 的 构建 。 

在 复杂 的 生态 环境 中 ,该 技术 能 够 提供 对 植 食 
者 寄主 植物 的 完整 信息 ,包括 一 些 经 常 被 遗漏 或 忽 
视 的 稀有 或 次 要 物种 (Jurado-Rivera et al., 2009) 。 
Kishimoto-Yamada 等 (2013 ) 对 采集 的 来 自 于 金 花 虫 
科 11 个 种 的 72 个 甲虫 的 DNA 进行 rbcL 基因 测序 ， 
发 现 甲 虫 表现 出 惊人 的 取 食 范围 ,其 中 5 种 甲虫 取 
食 超 过 两 个 科 的 被 子 植物 ,4 种 甲虫 取 食 多 科 的 裸 
子 植物 和 被 子 植 物 ,甚至 还 包括 蕨 类 植物 。 这 些 结 
果 表 明 金 花 虫 成 虫 广泛 地 利用 寄主 植物 来 维持 其 种 











































































































群 数量 。 利 用 基因 克隆 测序 方法 评价 植 食性 昆虫 的 
取 食 范围 时 ,往往 选择 一 种 或 多 种 分 子 标 记 相 结合 
来 提高 对 寄主 植物 的 鉴别 能 力 。Garcfa-Robledo 等 
(2013) 将 田间 观察 和 3 段 分 子 标记 的 测序 法 相 结 
合 来 提高 对 寄主 植物 的 鉴别 能 力 。 对 植 食性 卷 叶 甲 
体内 植物 DNA 的 rbcL, trnH-psbA 和 ITS2 基因 进行 
测序 ,通过 比 对 rbcL 基因 序列 ,发 现 样 本 中 47% 的 
能 鉴定 到 属 ,58. 896 能 鉴定 到 科 ; 通 过 比 对 ITS2 基 
因 序 列 , 发 现 99% 的 能 鉴定 到 属 ,61. 6% 鉴定 到 种 。 
这 一 研究 说 明 ,寄主 植物 鉴定 到 种 是 可 行 的 ,利用 克 
隆 测序 法 可 以 系统 构建 寄主 植物 与 植 食 者 的 食物 网 
络 结构 。 

通过 基因 克隆 测序 方法 研究 昆虫 与 寄主 植物 的 
相互 作用 与 协同 进化 关系 也 是 热点 之 一 。Jurado- 
Rivera 等 (2009) 对 提取 的 78 个 叶 甲 样本 的 DNA 的 
trnL 基因 测序 , 叶 甲 取 食 了 13 个 科 植 物 ,发 现 叶 甲 
偏好 桃 金 娘 科 和 豆 科 植物 ,发 现 的 取 食 关系 中 40% 
之 前 未 被 记载 ,包括 一 些 经 常 被 遗漏 或 忽视 的 稀有 
或 次 要 植物 ;通过 系统 分 析 发 现 , 叶 甲 与 寄主 植物 的 
利用 表现 出 一 般 的 保守 性 。Navarro 等 (2010 ) 也 进 
行 了 类 似 的 研究 ,对 提取 的 115 头 象 鼻 虫 DNA. 的 
trnL 基因 测序 , 28 m bue T 26 个 不 同 科 的 被 子 植 
物 ,系统 分 析 发 现 较 远 亲缘 关系 的 象 鼻 虫 取 食 相同 
或 者 相似 的 寄主 植物 ,对 寄主 植物 的 利用 在 系统 进 
化 上 比较 保守 ,这 表明 寄主 的 变化 没有 直接 参与 物 
种 的 形成 。Hereward 和 Walter (2012) 对 昆虫 的 寄 
主 选择 性 进行 研究 ,在 澳大利亚 的 内 陆 的 22 个 点 采 
& AA Creontiades dilutes ,田间 种 群 调查 发 现 Cullen 
australasicum 和 C. cinereum. 上 的 育 晴 的 种 群 数量 明 
显 高 于 其 他 寄主 植物 , 扩 增 盲 赌 取 食 的 寄主 植物 的 
trnL-F JEW] ,测序 结果 却 表明 : 育 晴 取 食 多 种 寄主 植 
物 并 且 大 部 分 是 豆 科 植物 ,同时 还 发 现 分 子 检测 出 
的 育 晴 取 食 植物 往往 不 是 育 晴 栖息 的 植物 , 由 于 扩 
增 片 段 能 在 取 食 后 12 -48 h 检测 出 来 ,这 说 明 育 晴 
在 短 时 间 内 在 寄主 植物 间 进行 转移 。 

到 目前 为 止 ,利用 克隆 测序 法 对 植 食性 昆虫 与 
植物 的 关系 的 研究 主要 集中 在 昆虫 与 寄主 植物 的 进 
化 关系 .昆虫 寄主 植物 间 的 转移 、 评 估 植 食性 昆虫 取 
食 的 范围 等 方面 。 利 用 分 子 标记 进行 种 级 水 平 上 的 
寄主 植物 鉴别 ,需要 完整 的 目标 寄主 植物 的 DNA 序 
列 库 , 同 时 需要 提高 从 昆虫 中 肠 内 提取 部 分 消化 的 
植物 DNA 技术 ,还 需 利 用 多 重 分 子 标记 来 提高 鉴别 
能 力 (Jurado-Rivera et al., 2009; Navarro et al., 
2010)。 当 有 许多 样本 需要 分 析 , 通 过 克隆 PCR 产 
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物 进 行 测序 就 变 得 不 切实 际 。 而 且 , 只 对 一 小 部 分 
PCR 产物 测序 ,有 遗漏 稀有 植物 或 者 较 少 取 食 植物 
的 风险 。 


3 下 一 代 测 序 技术 





1977 年 ,Sanger FRH T I A RIA H RR mA 
止 法 ,而 Maxam 和 Gilbert (1977 ) 发 明 的 化 学 降解 法 
则 标志 着 第 一 代 测 序 技术 的 产生 。 第 一 代 测 序 技术 
完成 了 从 叭 菌 体 基 因 组 到 人 类 基因 组 草图 的 测序 工 
TE ,但 是 其 成 本 高 .速度 慢 , 并 不 是 最 理想 的 测序 方 
法 ( 叶 丹 丹 等 ,2012 ) 。 随 后 ,下 一 代 测 序 技术 
(NGS) 出 现 了 , 它 可 以 边 合成 边 测 序 ,通过 捕捉 新 合 
成 的 末端 的 标记 来 确定 DNA 的 序列 ,包括 罗氏 公司 
的 454 技术 的 GSGLX WFF 6 ~ Humina 公司 的 
Solexa Genome Analyzer 测序 平台 和 ABI 公司 的 
SOLid 测序 平台 (Liu et al. ,2012) 。454 测序 技术 利 
用 了 焦 磷 酸 测序 原理 ,Valentini 等 (2009a) 对 叶绿体 
DNA 的 PCR 扩 增 产物 并 行 焦 磷 酸 测序 ,能够 鉴别 哺 
乳 动物 、. 鸟 类 、 昆 忠和 软体 动物 取 食 的 植物 。Solexa 
Genome Analyzer 技术 利用 合成 测序 的 原理 ,实现 自 
动 化 样本 制备 及 大 规模 平行 测序 。SOLiD 目前 已 经 
发 展 到 SOLiD3plus, 与 454 和 Solexa 的 合成 测序 不 
同 ,SOLiD 是 通过 连接 反应 进行 测序 的 ,基本 原理 是 
VA DY (je FG BEE EIC AY SEK EP RE AT OE BE 
成 ,取代 传统 的 聚合 酶 连接 反应 ( 解 增 言 等 , 2010) 。 
NGS 技术 最 显著 的 特征 就 是 高 通 量 , 一 次 能 对 几 十 
万 到 几 百 万 条 DNA 分 子 进行 序列 测序 ,还 可 以 对 复 
杂 的 混合 样品 进行 测序 ,实现 了 在 短 时 间 内 对 复杂 
样品 的 研究 (Roberts et al., 2013; 张 得 芳 等 ， 
2013) ,能 把 多 个 样本 混合 后 测序 ,能 一 次 并 行 对 数 
FA PCR 产物 进行 测序 (Deagle et al., 2009; 
Glenn, 2011) ,有 显著 提高 食物 鉴别 效率 的 潜能 。 
近年 来 ,NGS 技术 持续 发 展 、 价 格 降低 (Valentini et 
al., 2009b) ,昆虫 与 植物 的 DNA 条 形 码 序列 数据 库 
大 量 扩 增 ( Hebert et al., 2003; Chase et al., 2007; 
Taberlet et al., 2007) ,生态 学 家 很 快 利用 这 一 点 ,把 
它 变 成 研究 生态 学 包括 食物 分 析 的 新 型 工具 
( Valentini et al., 2009b) 。 

基于 NGS 取 食 分 析 关键 的 一 步 是 选择 一 对 条 
形 码 引物 或 者 几 对 引物 的 组 合 (Deagle et al., 2009 ; 
Boyer et al., 2012) 。 一 些 高 度 保 守 的 引物 能 扩 增 差 
异 较 少 的 DNA 基因 ,提高 覆盖 面 ,但 是 低 分 辨 率 
DNA 基因 不 能 有 效 地 回答 所 有 的 食物 问题 。 将 高 






















































































履 盖 面 、 低 分 辩 率 的 DNA 条 形 码 与 其 他 的 一 些 分 辨 
率 到 种 级 水 平 的 DNA 条 形 码 相 结 合 ( Moszczynska et 
al., 2009; Pompanon et al., 2012) ,为 一 些 重要 寄主 
植物 的 种 级 水 平 鉴别 提供 了 可 能 。 例 如 , De Barba 
等 (2014 ) 对 棕熊 Ursus arctos 的 杂食 性 食物 来 源 进 
行 分 析 , 将 多 重 PCR 与 DNA 宏 条 形 码 技术 (DNA 
metabarcoding ) 相 结合 ,利用 NGS 技术 同时 对 91 个 
JEfE RS 384 个 PCR 产物 进行 测序 ,发 现 植物 组 成 多 
样 化 , 共 29 个 科 , SRL. EE RL SEI SE DS f f 
物 。 在 大 部 分 基于 DNA 宏 条 形 码 技术 的 食物 研究 
中 ,通过 公共 的 或 者 自 定义 的 参考 数据 都 能 准确 鉴 
Hil] Valentini et al., 2009b) ,并且 到 目前 为 止 ,研究 
者 已 经 尝试 设置 一 些 阐 值 来 除去 在 整个 数据 库 或 者 
观察 的 有 限 样 本 中 低频 率 出 现 的 序列 ,来 减少 人 工 
制品 的 影响 (Valentini et al., 2009a; Shehzad et al., 
2012) 。 不 同 阔 值 的 经 验 选 择 对 种 群 食物 检测 的 研 
究 有 较 小 的 影响 ,然而 , 它 存 在 检测 不 到 稀有 物种 和 
样本 间 细 小 的 饮食 的 差异 的 风险 (Pompanon et al., 
2012), 

NGS 技术 在 大 型 哺乳 动物 上 的 成 功 运用 ,将 促 
进 构建 植 食性 昆虫 食物 谱 的 发 展 。 目 前 NGS 已 引 
起 许多 昆虫 生态 学 家 极 大 的 关注 ,例如 因 斯 布鲁克 
大 学 生态 所 山地 农业 研究 中 心 Michael Traugott 实 
验 室 、 南 波 西 米 亚 大 学 捷克 生物 科学 院 昆虫 所 
Vojtech Novotny 实验 室 等 。 随 着 昆虫 与 植物 的 DNA 
条 形 码 序列 数据 库 大 量 扩 增 ,植物 DNA 条 形 码 的 选 
择 的 日 益 成 熟 , NGS 对 构建 食物 网 、 探 明 植物 与 屁 
虫 的 互 作 关系 有 无 限 的 潜能 。 

































































4 小 结 与 展望 


DNA 追踪 技术 与 传统 方法 相 比 , 已 经 展现 出 绝 
对 的 优势 ,但 是 它 也 存在 相应 的 局 限 性 。 今 后 对 于 
标准 化 构建 植 食性 昆虫 -植物 食物 谱 的 全 景 图 仍 需 
要 解决 以 下 问题 : 

(1) 田 间 样 本 的 采集 。 食 物 链 DNA 追踪 需要 
获得 高 质量 未 被 昆虫 完全 消化 的 植物 样本 。 在 田间 
收集 植 食性 昆虫 的 方法 有 抽 吸 法 、 陷 进 法 . 扫 网 法 ; 
也 可 直接 收集 数 便 和 反刍 物 用 于 DNA 追踪 的 分 析 。 
Greenstone 等 (2011 ) 发 现 用 布 拍 法 ,吸虫 管 收集 昆 
虫 时 ,会 存在 污染 。King 等 (2012 ) 研究 表明 抽 吸 法 
对 昆虫 及 其 DNA 也 有 较 严 重 的 污染 。 抽 疏 法 收集 
样本 时 ,一 些 体 型 较 小 的 昆虫 会 被 挤 碎 ,它们 的 
DNA 将 会 污染 目标 昆虫 及 其 DNA。 对 于 田间 样本 
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的 采集 , 只 用 徒手 收集 是 不 现实 的 。Remén 等 
(2010) 和 Greenstone 等 (2012 ) 提出 ,在 提取 DNA 
之 前 用 次 氧 酸 钠 洗 去 昆虫 体 表 的 DNA, ,将 减少 污染 
的 可 能 性 。 

(2) DNA 的 提取 。 有 两 个 重要 因素 影响 食物 
DNA 成 功 扩 增 , 一 是 样本 中 本 身 存 在 的 食物 DNA 
的 量 , 二 是 DNA 的 存 贮 解剖、 提取 和 纯化 的 数量 和 
质量 。 如 何 获得 高 质量 的 样本 DNA 是 进行 食物 链 
分 析 的 第 一 步 , 也 是 至 关 重 要 的 一 步 。 姜 便 和 中 肠 
是 食物 链 分 析 经 常 选 择 的 样本 , Zarzoso-Lacoste 等 
(2013) 用 QIAamp® DNA Stool Mini Kit, DNeasy® 
mericon Food Kit 和 两 种 CTAB YE [Ap] 28 [8 R1 E LE 
样本 提取 效率 的 比较 ,发 现 DNeasy® mericon Food 
Kit ( QIAGEN) 提取 DNA 的 检 出 结果 与 形态 学 分 析 
结果 最 为 接近 ,同时 发 现 这 两 种 装 便 和 胃 样 本 本 刁 
的 选择 对 分 子 分 析 没 有 影响 。Oehm 等 (2011 ) 比较 
了 4 种 提取 乌 羔 便 中 DNA 的 方法 ,CTAB 法 的 DNA 
检 出 率 为 60% ,明显 高 于 其 他 3 种 试剂 盒 法 。 姜 便 
和 中 肠 是 分 析 食 物 链 结构 的 重要 因素 , 尽 可 能 提取 
这 两 种 样本 的 混合 物 ,我 们 会 获得 更 多 的 食物 链 信 
息 。 针 对 不 同样 本 ,如 何 选择 高 质量 的 DNA 提取 的 
方法 ,也 是 实验 设计 考虑 的 重点 。 

(3) DNA 条 形 码 的 选择 。 通 过 对 7 个 叶绿体 
DNA 片段 的 综合 分 析 评 估 , 国 际 生命 条 形 码 联 盟 植 
物 工作 组 (CBOL Plant Working Group ) 最 后 推荐 
rbcL 和 matK 组 合作 为 陆地 植物 的 核心 DNA 条 形 码 
(CBOL Plant Working Group, 2009) ;在 第 三 届 国 际 
生命 条 形 码 大 会 上 ,提出 77S( 包 括 ITS2 ) 和 trnH- 
psbA 可 作为 植物 条 形 码 的 辅助 条 形 码 ( 高 连 明 等 ， 
2012), trnL 是 一 个 潜在 有 用 的 标记 ,可 以 用 来 鉴别 
植 食性 昆虫 取 食 的 植物 。 在 GenBank 中 所 有 的 洪 
在 的 条 码 标记 中 ,irnL 有 最 高 的 覆盖 率 , 这 个 100 bp 
左右 的 分 子 标记 能 够 很 容易 地 扩 增 部 分 降解 的 
DNA 样本 如 凑 便 (Taberlet et al., 2007)。 但 是 在 不 
同 研究 系统 中 ,不 同 分 子 标记 的 准确 性 差异 很 大 。 
例如 ,在 姜 目 的 物种 中 ,irnH-psb4 有 长 的 AT 重复 
片段 ,会 阻止 PCR 扩 增 (CBOL Plant Working Group, 
2009) ITS2 条 形 码 能 够 成 功 扩 增 赫 力 康 科 的 样 
本 ,但 是 得 到 的 序列 却 不 能 鉴别 植物 到 种 ,因为 赫 力 
康 科 中 很 多 物种 的 17S2 片段 有 多 重 小 拷贝 
( Baldwin et al.,1996) 。 所 以 ,对 于 特定 的 寄主 植 
物 ,选择 在 分 类 学 上 具有 分 辨 率 和 履 盖 面 的 分 子 标 
记 , 尤 其 重要 。 

(4) 如 何 量化 取 食 的 植物 量 。 定 量 一 直 是 食物 



















































































































































































关系 的 难点 问题 ,定量 PCR 能 够 检测 到 中 肠 内 食物 
DNA 的 数量 ,但 是 由 于 消化 速率 的 不 同 ,样本 在 田 
间 的 消化 时 间 的 未 知 (Symondson, 2002) ,并 不 能 确 
定 昆 虫 取 食 了 多 少 植物 。 凑 便 样本 作为 消化 过 程 中 
的 最 后 产物 ,比较 适合 于 定量 分 析 ,检测 姜 便 中 的 食 
物 的 比例 和 不 同类 型 食物 的 消耗 的 频率 ,对 食物 的 
组 成 给 出 一 个 半 定 量 的 信息 ( Deagle and Tollit, 
2007 ) 。 
由 于 DNA 分 子 追 踪 技 术 的 局 限 性 ,研究 者 尝试 
将 其 与 其 他 方法 相 结合 ,发 挥 它们 各 自 的 优势 ,更 全 
面 地 描述 食物 网 间 的 相互 作用 。 在 田间 试验 中 , 检 
测 通过 植被 多 样 化 来 控制 土壤 害虫 的 潜力 ， 
Staudacher 等 (2013 ) 将 C 同位 素 分 析 和 DNA 分 子 
追踪 技术 相 结合 ,C 同位 素 分 析 能 量化 C4 植物 玉米 
的 消耗 ,诊断 PCR 能 在 种 级 水 平 检测 C3 植物 的 消 
耗 。Kartzinel 等 (2015 ) 将 DNA 宏 条 形 码 技术 与 同 
位 素 分 析 相 结合 来 量化 7 种 大 型 哺乳 动物 取 食 的 范 
围 和 组 成 。 这 种 精细 到 种 级 水 平 的 食物 鉴别 ,表明 
物种 间 的 食物 组 成 存在 重合 但 又 各 不 相同 ,即使 是 
体型 、 消 化 生理 .生境 都 吻合 的 食 草 者 之 间 也 存在 差 
异 。 这 将 对 昆虫 的 取 食 范围 和 组 成 的 研究 具有 指导 
意义 。 

随 着 昆虫 与 植物 的 DNA 条 形 码 序列 数据 库 大 
量 扩 增 ,植物 DNA 条 形 码 的 选择 日 益 成 熟 ,DNA 3B 
踪 技 术 将 能 系统 地 构建 和 描述 生态 系统 中 昆虫 的 食 
物 谱 和 完整 食物 网 ,阐明 昆虫 的 取 食 行为 与 寄主 选 
择 习 性 。 多 种 方法 相 结 合 将 为 食物 网 的 空间 异 质 性 
(Olesen et al., 2010) 气候 变化 引起 食物 网 的 变化 、 
食物 网 的 长 期 动态 、 食 物 网 的 脆弱 性 例如 生物 多 样 
性 的 丧失 (Bohan et al., 2013)、 地 上 地 下 动 植物 交 
互 作用 等 方面 的 深入 研究 提供 机 会 与 可 能 。 而 从 这 
些 人 研究 中 获得 的 信息 将 为 农业 生态 系统 中 昆虫 与 植 
物 相互 关系 模型 的 构造 (Tixier et al., 2013) Jf TE 
昆虫 与 寄主 植物 的 协调 进化 关系 的 研究 打下 坚实 的 
基础 。 这 将 利于 我 们 系统 解析 农业 生态 系统 中 昆虫 
的 种 群发 生 消 长 机 制 ,从 而 优化 管理 ,对 农作物 害虫 
进行 生态 调控 。 
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